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論 文 内 容 要 旨
本 研 究は,乳 酸 菌 のphosphQtransacetylaseを 用 い るC・Aの 定量 法 お よびacetyl-
CoA,pr・pjo丑y1-C・Aの 酵 素 的合成 法,酵 素 の精 製,乳 酸菌 に おけ る酵粛0分 布な らびに培地
成分 の本酵 素に及 ぼす 影 響,特 にD-gluc・seに よ る適 応 的誘導 生 成 に関 す る もので あ る。
Phosphotransacetylase(acetyl-CoA;orthophosphateacetyltra一
鵬ferase,E.C2.3.1,8)は,反 応 式(1)に 示 す 如 く,AcC・Aか らア セチ ル基 を可 逆 的
に リン酸 へ転 移 する酵 素で あ る。
CH5COOPO5H2十CoASH=CH5COSCoA十H5PO4(1)こ の酵 素は ・初めStadt一
血annら に よつ てCioミtri・diumkluyveτ 重・iか ら発 見 され た。 そ の後Bergmeyerら
(1963)は 同一 菌 か らこの酵 素 を結 晶状 に単 離 した。 多 くの他 の微 生 物か ら も同一 作 用 を有 す
る酵 素の存 在が 見い だ されてい る。
近 年,合 成化 学 の進 歩 に伴 な い,医 薬 品開 発 の面 に おい て,各 種 ビ タ ミンが 疾病 の予 防や 治療 に
供せ られ る よ うに なっ た が補 酵 素型 ピタ ミ ソの医 薬へ の適 用 あ るい は適用 研究 も開 始 されて い る。
た とえばC。e砿ymeB12が そ の好例 であ る。 また,パ ン トテ ン酸 につ いて考 えれ ば,パ ンテ チ
ンはす で に製 斧匙 され て お り,そ の補 酵素 型で あ るC・AやAcCoAも 当 然 医薬へ の適 用が 考 慮 さ
れ るで あ ろ う。 また,C・AやAcC。Aは 生 化 学 的 研究 にお け る重要 な試 薬 で もあ り,こ れ らの 物
質 の 簡便 で安 魎 な合成 法 の出現 も大 いに期待 され てい る。
これ らの 物質 を医薬 と して適 用 してい く諸 段 階 にお いては,そ の 本質 的薬 効 に関す る研 究 は も と
よ り重 要 で あ るが,標 品 の純 度検 定,経 日的変 化 の調 査,苛 酷試 験 に よる安 定性 の 追跡 ある いは生
体内 運 命 の追跡等 定 量法 の果 す役 割 は重 大 であ り,医 薬 品 の正 しい品 質保証 を期す るた めに は まず
これ らの物 質 の正 確な 検 定法 の確 立 が必要 で ある。
本研 究は,CoAの 酵 素化 学 的 定 量法 の確立 を 主 た る 目的 と して,乳 酸 菌のphosph・trans-
acetyiaseに つ き検 討 を行 な い,反 応式(1)を 利用 したCoA定 量 法 お よびAcC・A,pr・ 一
piony呈 一CoA(PfCoA)の 酵素 的 合成 法 を確立 した。 また,乳 酸 菌 にお け るphosphotra-
nsadetylaseの 分 布 と槍代 謝 型式 との 関連 」LactobacllIusfer田entiに おけ る本
酵 素のD-gluc6seに よ る適 応 的誘 導生 成 お よびD-xyl・seのph。sph。transaCety豆 一
幽
aseレ ベル低下 作 用 を 見出 し,乳 酸 菌 の槍 代謝 にお け る本 酵素 の 役割 にっ い て考 察 した。
玉.CoA定 量法 の確 立
C。ム の定 量法 と して は種 々の方 法が 提案 され てい るが,こ の 中で もpbolsphotransacety'
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1aseを 用 い る方 法 が特 異性 が 高 く,ま た 定量 操 作 も簡便 で 信頼 し うる定 量値 を与 え る。一 般 に
Cl。stri4iumkhyveriiか ら得 たph・sph・transacetyIaseカ ζ利 用 され るが,
本菌 は絶 対 嫌気 性菌 でか つ培 養産 物 と して 水 素 ガスを 副成 す るた め危 険 で あ り,培 養 に特 殊 の装置
を必 要 とする等 の 欠点 が あ る。 これ に代 る もの と して 、Es、 五erichi、c。liを 用い る方法や
そ の他 の微生 物 由来 の酵 素を 用 い る方法 も と られ て い るが,比 活 性が 低 いた め に分 光光 度 的 定量法
には 適用 で き ない。ph・sph。transacetylaseを 用 い るCoAの 定 量:法は,反 応式(1)の
平衡 定 数が 大 であ る ことを利 用 して過剰 のacetyIph・sphateの 存 在下 に,反 応(1)を 定
量的 に 右辺に 移 行 させ,生 成 したAcC・Aを 分 光光度 的 に追 跡す るこ とに よつ てAcC・Aの 生 成量
を求 め,こ れ を もつ てC・A量 とす る方 法 で あ る。 吸 光度 変 化 を蛋白 の 最大 吸 収280刎 μ に近い
233解 μ にお いて追 跡 す るた め にか な り高 度に 精製 した比 活性 の 高 い酵 素標 品 を用 い る必要 が あ
り,一 般 的 には 酵 素蛋 白 に基 づ く233鋭 μ の吸収 が 無 視 しうる程度 に まで精 製 した 酵 素を 用い な
けれ ば な らな い。
本 研究 にお いて は,主 と して 医薬 品開 発 とその 品質 保 証 の立場 か らC・A.の 定 量法 を検 討 して き
たが,各 種微 生 物 に おけ るph・ ・ph・transacetylaseの ス ク リー ニ ングを行 な つて い る過
程 にお い て,ヘ テ ロ乳 酸 菌 の一種 であ り,微 生 物学的 定 量法 の分 野 に おい て ビタ ミンB1の 定量 用
菌株 と して繁 用 され て い るLactobacillusfefmenti361FO3071(ATCC9338)
中に多 量:のph・sph。transacetylaseが 含 まれ て い る ことを 見 出 した。 この酵素 は比 活性
が高 く,無 細 胞抽 出液 に 対 し,除 核 酸,硫 安分 画 を行 な つた 粗酵 素で もC・Aの 分光 光度 的 定量 に
利用 で き るこ と,凍 結,透 析 に対 して安 定 で あ り,従 つ て部 分精 製過 程 に おけ る 回収率 も良 好で あ
るこ と 、Cl・stridiumkluyveriiの 酵索 と類 似の 基質 特 異性 を有 す る こと等を 見 出 し,
L.fermenhのph・sphotfaasacetyIaseを 用い るC・Aの 定 量 法 を確立 した。 また,
StreptococcusfaecahsRIFO3181(ATCC8043)のphosphotr一
斡sacetylaseに つ いて も検 討 し,比 活性 は 低 いが,反 応式(1)とarsenolysisを 共
役 させ た 反応 を 利用 す るC・A定 量 法 に 適用 しうる こ とを示 した。
2.AcC・Aお よびPrC・Aの 酵 素的 合成 法 の確立
Ph・sphotransacetylaseの 触 媒 す る反 応式(1)の 生 成 物がAcC・Aで ある こ とお よ
び この酵 素にpr・P孟 ・nylph。sphateを も基 質 とす る ことを 見いだ し,こ の性 質を 利 用 し
てAcCoAお よびPrCoAの 酵素 的合 成法 を確立 した。DEAE-ceIlubseカ ラ ム ク ロマ トグ
ラフイに よ り精 製 したAcCoAお よびPrC・A標 品 をUV吸 収,PPCに おけ るRf値 な らびに呈
色反応,NMRの シ グ ナル お よびaτyla照ineacetyltransferaseを 用い る酵 素化学
的定 量等 の方 法 に よ り想 定 物 質 であ る ことを確認 した。
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aL.feτ1ne皿tiのphQspもotransacetylaseの 精 製 な らび に 精 製 酵 素 の性 質
無 細 胞 抽 出 液 に つ き 硫 酸 ス トレ プ トマ イ シ ン に よ る除 核 酸,硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム分 画,酸 沈 澱,
Sephadex(ト75,G-150,DEAE-SephadexA-25,DEAE-ceUuloseお よ び
ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル デ イ ス ク 電 気 泳 動 等 の 精 製 操 作 に よ り精 製 した 最 終 標 品 は,1124μmde/
min/勿proteinの 活 性 を 有 し,.約250倍 に 精 製 さ れ た 。 本 標 品 は,Sephadex(ト150
ヵ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ イ で は 単 一 ピ ー ク,ポ リ ア ク リル ア ミ ド ゲル デ イ ス ク 電 気 泳 動 で は わ ず か に
不 純 蛋 白 を 含 む も の で あ つ た。 本 酵 素 は,SephadexG-150を 用 い る ゲ ル ろ 過 法 に よ り分
子 量 は 約68000と 推 定 さ れ,同 カ ラ ム に お け る本 酵 素 の 溶 出 位 置 は,CLkluy・ediの そ れ
と よ く一 致.し て い た 。 本 酵 素 の 反 応 最 適pHはTris-Hq緩 衝 液 を 用 い た と き に は,pH7.6で あ
つ たoCoAに 対 す るKmは&7×10岬5M,等 電 点 はAmphollneelectrofoc腿sslng
法 に よ り ・H… と雑 され た.・HレK+,・ ・+ら は本 螺 の 灘 を促 進 す るが …2+・
C・+,Mg2+,・ ・2+,L・+ら お よびS・1鱒 は阻害 的 酢 肌 た。BDTA,NAD,NADH
曙『は認む ぺ き影響 を与 えなか つ た。 反応 式(1)の 平 衡 定数 は134±20(27曾pH76)と
推 定 され た。PCMBやNE頚 はみ かけ 上phosph・transacetylase反 応 を 阻害 す るが,
これ は基 質 で あるC・Aと これ らの アル キル化 剤が 反応 す るた め であつ て,ph・sph・trans-
acety置aseに 対 す る阻 害 作用 は認 め られず,一SH酵 素 では な い と推 定 され た。C・ASSC・A,
CoAS8Ghtathione,pantetbeine-4'一phosphate,お よ びpantethine-4ノ ー
ph。sphateら は,何 れ もC・Aの 代 りに 基 質 とな ウ得 な い が,3'一deph・sph・C・Aは
CoAの 約 零/10の 活 性 を 有 し た。
4。 乳 酸 菌 に お け るph・sph。transacetylaseの 分 布
憎 般 に 乳 酸 菌 と して 知 られ て い るLact・bacillus,Strept・c・ccus,Leuc・n・s-
toc,Pediococc腫sか ら48株 を 選 び,ph・sph・transacetylaseの 分 布 を 調査 比
較 した。 そ の 結 果,L。fer鵬ntiIFO3071(ATCC9338)に 最 も 多 量k含 まれ
て い る こ と が わ か っ た 。 乳 酸 菌 の 糖 代 謝 に お け るphQsphotransacetylaseの 役 割 を 推 定
ナ
す る た め に 酵 素 レベ ル と 醸 酵 型 式 の間 の 関 係 に つ い て 調 べ た が 特 に 相 関 を 見 出 せ な か つ た 。
翫L・fermentiのph・sphotransacetylaseに お よぼ す 培 地 成 分 の 影 響
L.良rmentiを 用 い てphosphotransacetylaseを 多 量 に得 る方 法 お よ び 本 菌 に お
け る酵 素 誘 導 現 象 の 有 無 あ る い は6h。sphotτa皿sace!ylaseの 乳 酸 菌 の 穂 代 謝 に お け る役
'割を し らぺ る た めk
,培 地 成 分 のphosph・transacetylaseレ ベ ル にお よ ぼ す 影 響 に つ い
て 検 討 した。 そ の 結 果,.1》 一gluc・seは,本 酵 素 生 成 に 対 し 誘 導 効 果 を有 し,そ の 作 用 はChb一
段mphenicdに よつ て 抑 制 され る こ とが わ かつ た。 パ ン トテ ン 酸 は まつ た く影 響 を 与 え ず,
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サ イ ア ミ ン,ビ オ チ ン お よ び ニ コ チ ン酸 等 の ビ タ ミソは 低 濃 度 に お け る 相 互 比 較 で は 多 少 の効 果 が
認 め られ る が,高 濃 度 に お け る 相 互 比 較 で は 無 効 で あ つ た 。D-Xybseの 代 謝 は,Fred,
petersonお よびAnders・nら の経 路 に 従 う こ と〆 知 られ て お り,D-xyl・seか ら等 モ ル の
乳 酸 お よ び 酢 酸 が 生 成 し,こ の 間acetylph・sphateはacetatekinaseの 関 与 の 下
に 直 接ATPと 酢 酸 に な る。 従 つ て,L.fermentiに お け るphQsph。t・ansa¢ety正ase
は 培 地 にD-gluc・seを 加 え た 場 合 に は,ヘ テ ロ乳 酸 醸 酵 を 遂 行 す る 必 要 上D-gluc・seに よ
っ て 適 応 的 に 生 成 さ れ,D-xyloseを 加 え た 場 合 に は,そ の 必 要 性 が な く,H・reckerら が い
うよ うにacetatekinaseが 適 応 的 に 生 成 す る もの と考 え られ る。
総'.括
1.LactobacilIusfermenti361FO3071(ATCC9338)にpho-
sph・transacetylaseが 多 量:に 含 ま れ て い る こ とを 見 出 した 。
2,こ のph・sphotransacetylaseは 比 活 性 が 高 く,部 分 精 製 酵 素 で もC・Aの 分 光 光
度 的 定 量 法 に 利 用 し う る。StreptococcロsfaecalisRIFO3耳81(ATCC
9338)のph・sphotransacetylaseに つ い て も比 活性 は 低 い が,arsen。lysis
と共 役 さ せ る反 応 を 利 用 す るc・A定 量 法 に 利 用 す る こ とが で き る 。
3.L.fermentiのphosphotra艮sacetylaseは,acelylphosphateの み
な らずpr・pi・nylph・sphateを も基 質 と し う る こ とを 見 出 し,こ の 反 応 系 を 利 用 した
AcC・Aお よ びpr・p垂onylC・Aの 酵 素 的 合 成 法 を 確 立 した。
4.L.fermentiのph・sphotransacetylaseを 約250倍 に 精 製 しそ の 酵 素 化 学
的 性 質 を し らべ,C1・s』tridiumの 酵 素 と の 比 較 を 行 な つ た。
5.48種 の 乳 酸 菌 に お け る 本 酵 素 の 分 布 を 調 査 し,る.fermentiATCC9338に 最
も多 量 に 含 ま れ て い る こ と を 見 出 し た。
6.L.fermentiに お け るphosphotransac.etyIaseの 酵 素 誘 導 に つ き 検 討 し,
D-xy1・seの 酵 素 レ ベ ル 低 下 作 用,D-gluc・seの 誘 導 作 用 を 見 出 し,乳 酸 菌 に お け る 傭 代 謝
過 程 に お い てphosphotransacetylaseの 果 ナ役 割 に つ い て 考 察 した 。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 論分 は乳 酸菌 よ り得 られ たph・sph・tran・sacetylaseの 特性 とCoAの 定 量 法 やace-
ty蓋C・Aの 酵 素 的合 成法 の研 究 な どに関す る もので あ る。
論 文 内容 は次 の項 目に分 け られ る。
1)乳 酸菌 におけ るphosphotransacetylase(PTAase)の 存 在
乳 酸菌48種 につ いて分 布を調 査 し、Lact・bac藍Husfe・menh361FO3071
(ATccg338)にPTAaseが 多 量 に含 まれ る こと を見 出 し、 こ の酵素 は比 活 性 が きわめ て 高
い ことを証 明 した0
2)乳 酸 菌P7Aaseの 特性
本 酵素 を 約250倍 に精 製 し、 その 酵素 化 学的 性 質を しらべ た。 分 子 量 約6&000・ 等電 点pH.
4,1と 推定 され、 基質 としてaceU聖ph・sphateの み な らずpr・p孟 ・nylDh・sphateを
も利 用 し うる こ とを証 明 した。 また酵素 誘 起 につい て検 討 を お こな いD-xy10seの 酵 素 レベル
の 低下、D-9且ucoseの 誘起 作 用 を見 出 した。 また無 機 イオ ンに よる活性 化や 阻 害 、 あ るい はSH
阻 害 剤の 影響 な どか ら本 酵 素がSH酵 素で な い こ とを推 定 した 。
3)C。Aの 定量 法 へ の応 用
本 法 は きわ め て 特 異性が 高 く、 また操 作 も簡便 で 高い 信 頼性 を有す る もの で あ るが、 比 活性 の
高 い この 酵素 標品 を もち い、C・Aの 礒生 物学 的 定 量 法の 確立 を お こなつ た。 その 他 租酵 素 を もちい
る方法 やS㍑eptoc・ccusfaecahsの 比 活性 の低 い酵素 標品 を もち い る方 法 につ いて も比
較 検討を 加え た。
4)AcegylCoAお よ びPrOP竃 。ny}ご ・Aの 酵 素 的合 成法 の 確立
P7Aaseが 両物 質 を基質 とす る と ころか ら、acdyユph・5pha重eお よびpr・PbnyI-
phosphateとC・ASHと を 原 料 と して 本酵 素 を作 用 させ、DEAEセ ル ロ ーゼ カ ラム ク ロマ トグ
ラフ イに よ り分 画 して、 凍結 乾燥 に ょつ て 目的物 を得 た。本 標 品 はUV、 べ 「 パ ーク ロマ トのRf
低NMRシ グナル 等 によ り確認 した 。
以上 の如 く本 研 究 は乳 酸菌 か ら活 性 の 高いph。sph・transacetylaseを 得 る方 法を 確立
し、 そ の酵 素 化学 的 な諸性 質 を確 認 し、 さ らに この酵 素をC。Aの 寧 量 と して利 用 し うる こと並 び
にacetylCoAやPr・piony!C・Aの 酵 素学 的合 成 の方 法 を開 発 した もの で有 意 義な 研 究
で あ り、 学 位諭 文 に充分 に 価す るもの と謝 め る。
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